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PARTICULES A BASE DE POLYAMINOACIDE(S) ET SUSCEPTIBLES D'ETRE UTILISEES COMME 
VECTEURS DE PRINCIPE(S) ACTIF(S) ET LEURS PROCEDES DE PREPARATION 



DOMAEME TECHNIQUE : 

5 

Le domaine de la presente invention est celui des vecteurs utiles pour 
1'administration de principes actifs (PA) a travers des membranes cellulaires. Ces 
vecteurs permettent le transport sous protection des PA, a I'interieur d'un organisme, 
jusqu'a leur site d'action. Le PA est, de preference, un medicament ou un nutriment 

10 pour 1'administration a un organisme animal ou humain par voir orale, nasale, 
vaginale, oculaire, sous-cutanee, intraveineuse, intramusculaire, intradermique, 
intraperitoneale, intracerebrale, parenteral, etc., mais il peut etre aussi un herbicide, 
un pesticide, un insecticide, un fongicide, etc., pour le traitement des cultures 
agricoles comme application phytosanitaire. Pour toutes ces applications, les vecteurs 

15 de PA visent a ameliorer la biodisponibilitd des PA. Ces vecteurs peuvent etre, e. 
g., des systemes a liberation prolongee de PA. 

Les PA plus particulierement, mais non limitativement, concemes par 
1'invention sont, par exemple, des proteines, des glycoproteins, des peptides, des 
polysaccharides, des lipopolysaccharides. des oligonucleotides et des polynucleotides. 

20 La presente invention conceme, plus precisement, des particules - 

avantageusement de type submicroniques et/ou microniques - a base de 
polyaminoacides et destinees a etre utilisees comme vecteurs de PA, en particulier 
medicamenteux. Ce sont done des Particules de Vectorisation (PV), parmi lesquelles 
on distinguera, dans la suite du present expose, d'une part, des Nano Particules de 

25 Vectorisation (NPV) et, d'autre part, des MicroParticules de Vectorisation (MPV), 
selon une nomenclature propre a 1'invention et qui sera deTmie infra. 

La presente invention vise aussi bien les particules nues en tant que telles, 
que les systemes de vecteurs de PA, consumes par les particules chargees par le (ou 
les) PA considered). 

30 L'invention conceme, egalement, un precede de preparation desdites 

particules. 
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TECHNIQUE ANTEREEURE : 

Les progrfcs du g6nie gen6tique et des biotechnologies, ainsi que les 
decouvertes y afferentes d'outils genetiques, de prolines et de peptides 
5 biologiquement actifs, ont permis Pessor de nouveaux principes actifs 
mddicamenteux (PA) offrant une activite intrinsfeque et une selectivity ^levees. Ces 
PA sont, en revanche, facilement degrades dans 1'organisme avant d'atteindre leur 
site d'action therapeutique et leur biodisponibilite est, en consequence, trfcs faible. 
Dans le cas de Tadministration par la voie orale, le tractus gastro-intestinal constitue 

10 une barrifere chimique et physique redoutable pour le PA qui doit, d'une part, 
r6sister k la degradation par le systeme digestif et, d' autre part, passer a travers la 
membrane epitheliale gastro-intestinale. A cet egard ? on pourra, par exemple, se 
reporter a la revue de M. J. HUMPHREY (Delivery System for peptide Drugs, 
editee par S. DAVIS et L. ILLUM, Plenum Press, N. Y., 1986), qui fait etat de la 

15 faible biodisponibilite des peptides et, en particulier, des peptides administres par 
voie orale. 

Naturellement, ces avatars de transport et de sejour dans Torganisme ne 
se limitent pas aux proteines, mais affectent egalement les PA formes par des outils 
genetiques (oligonucleotides, polynucleotides, plasmides) susceptibles d'etre mis en 
20 oeuvre dans les techniques de therapie genique. 

Pour pallier cela, il a ete propose d'encapsuler les PA dans des particules 
de vectorisation de PA, denommees egalement PV. L'interet de ces techniques 
decapsulation est de prot£ger et/ou de transporter le PA jusqu'^ son site d'action 
therapeutique, en le sauvegardant contre les agressions de Torganisme, afin 
25 d'augmenter sa biodisponibilite. 

Parmi tous les materiaux envisageables pour F encapsulation de PA, les 
polymeres sont de plus en plus utilises, du fait de leurs proprietes intrinseques. 

S'agissant du cahier des charges que Ton souhaite obtenir pour de telles 
PV, il est particulierement exigeant et comprend, notamment, les specifications 
30 suivantes. 

1 - II devrait. avantageusement. etre possible de pouvoir disposer de PV de 
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diametre moyen compris entre une fraction de micron et quelques microns, 
avec une repartition granulometrique ettoite, de facon a pouvoir adapter la 
granulometrie des PV au mode d'administration choisi et/ou le site 
therapeutique vise. Par exemple, si une immunisation mucosale par la voie 
5 orale est recherchee, la taille des PV doit etre comprise entre 0,5 et 

10 nm, afin que les PV puissent penetrer les plaques de Peyer et atteindre les 
tissus lymphoides. Dans le cas d'une administration sous-cutanee, il y a 
avantage a disposer de PV de taille superieure a 10 /*m pour que les particules 
ne rentrent pas dans la circulation generate ou elles sont rapidement 
10 intemalisees par le systeme reticulo-endothelial, mais qu'elles diffusent 

progressivement depuis leur site d'injection. 

Cette specification implique un contrdle dimensionnel des PV, a la fois sur la 
distribution de la granulometrie des PV et sur leur diametre moyen, qui 
represente une operation tres delicate sur le plan technologique. 
15 2-11 est souhaitable que les PV assurent la protection du PA jusqu'au site de 
liberation. Par exemple, dans une administration orale d'un PA forme par un 
vaccin, ce dernier gagnerait a etre protege, tout au long du tractus 
gastrointestinal. 

3 - II est preferable que le poly mere, constituant les PV, soit biocompatible et 
20 biodegradable et, encore mieux, qu'il soit metabolise en produits non toxiques 

pour Forganisme. 

4 - II est egalement avantageux que le polymere, constitutif des PV, n'induise pas 

de reponse immunitaire (immunogeniale). 

5 - Enfin, il est egalement preferable que les PV puissent etre obtenues par un 
25 precede non d6naturant pour le PA. Ainsi, l'usage de solvants organiques et/ou 

de temperatures etevees est a proscrire. 

De nombreuses propositions techniques anterieures ont vainement tente 
de satisfaire a 1'ensemble de ces specifications. Les reponses apportees jusqu'alors 
ne sont done que partielles et incompletes. 
30 Parmi ces propositions infructueuses, on peut citer celle selon le brevet 

US-A-5 286 495, qui concerne un precede d'encapsulation de proteines en phase 
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aqueuse, a Taide de mat&iaux constituds d'alginate et de polylysine. Ce procede est 
pr6sente com me non d6naturant pour les PA proteiniques, en raison du fait qu'il n'y 
est pas fait usage de solvant organique, de reactif chimique agressif ou de 
temperature eievde. Cependant, la technique de fabrication des PV, par vaporisation 
5 mise en oeuvre, ne permet pas de produire des particules de taille inferieure k 
35 jxm, ce qui ne permet pas leur internalisation par les cellules de Porganisme. 

Par ailleurs, les techniques d'emulsion sont couramment utilis&s pour 
preparer des microparticules de quelques microns. 

Par exemple, les demandes de brevets WO 91/06 286 et WO 91/06 287 
10 decrivent des procddds de formation de particules en emulsion dans lesquels on 
utilise, comme polymfcre : 

- soit une proteine hydrophobe choisie parmi le collagene, la caseine, la keratine et, 
de preference, les prolamines, 

- soit un polymfere biocompatible et biodegradable, tel que les poly(lactiques) ou les 
15 poly(orthoesters). 

Le PA peut etre hydrophobe ou hydrophile mais, dans ce demier cas, la 
technique de double emulsion est recommand6e. La taille des microparticules est 
d'environ 100 /xm et, de preference, comprise entre 50 nm et 100 /im. 

La demande de brevet WO 89/08 449 fait egalement reference k 
20 V encapsulation par emulsion, pour incorporer des PA dans des microparticules de 
poly(lactiques) de taille inferieure k 10 pm. Et il est precise, dans ce document, que 
cette taille est une limite maximale pour r absorption au travers des tissus lymphoides 
des muqueuses (administrations orale, nasale, rectale, ophtalmologique). 

Les techniques d'emulsion sont irbs seduisantes a priori, car elles 
25 permettent la mise en oeuvre de la plupart des PA dans des microparticules, dont on 
peut controler la granulomere jusqu'k des tailles de Tordre de 1 ^m. Mais, dans 
ces techniques, on a recours k des solvants organiques pour solubiliser les polymfcres 
constitutifs des particules. Ces solvants sont, e. g. des cetones, des alcools, des 
amides ou leurs melanges. Et malheureusement, il s'avfcre que ces solvants peuvent 
30 etre denaturants, notamment pour les PA peptidiques ou polypeptidiques. 

On connait, egalement, des PV biocompatibles, formees en solution 
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aqueuse sans Ovation excessive de la temperature et appelees protemoides. Ces PV 
ont ete decrites des 1970 par W. FOX et K. DOSE dans "Molecular Evolution and 
the origin of Life", Ed. Marcel DEKKER Inc. (1977). 

En s'inspirant de ces travaux, la demande de brevet WO 88/01 213 

5 ('1213) propose un systeme a delivrance de PA a base de proteinoldes. Le polymere 
utilise est un melange de polypeptides artificiels obtenus par condensation thermique 
d'acides amines synth&iques ou naturels et/ou de petites chaines peptidiques. Le 
mode de condensation choisi conduit a des oligomeres ramifies et done tres peu 
solubles. II est ensuite precede a une selection par filtration de ces oligomeres 

10 ramifies, afin de recuperer les fractions hydrosolubles. Cette fraction est 
necessairement composee de reticulats ramifies de tres petite masse. Les 
microparticules selon cette invention sont obtenues par changement de pH qui cree 
la precipitation des oligomeres ramifies en proteinoldes. 

Lorsque la solution dans laquelle s'effectue la precipitation contient des 

15 PA en solution, une partie d'entre eux est entrainee dans le proteinoide lors de sa 
formation. 

Les inconvenients de ce systeme sont : 

- un faible taux d' encapsulation, 

- un proced6 de purification delicat, 

20 - un enchainement non regulier (non alpha peptidique) des aminoacides dfl au mode 
de synthese qui ne permet pas d'affirmer que les reactions de degradation 
enzymatiques seront identiques a celles d'un alpha-polyaminoacide, 

- enfin, l'utilisation d'un grand nombre d'aminoacides monomeres differents, qui 
peut induire une rdponse immunitaire. 

25 La demande de brevet WO 93/25 589 porte sur l'am&ioration du procdd6 

de synthese de protenoldes par condensation thermique d'acides amines. 

Les proteinoides sont, cette fois encore, formes d'oligomeres ramifies de 
faibles masses molaires, constitues d'enchainements irr^guliers d'aminoacides. Le 
caiactere hydrosoluble de ces oligomeres ramifies est obtenu : 
30 - d'une part, par l'utilisation de tres faibles masses (entre 250 et 2 400), ce qui 
correspond a des enchainements tres courts de 2 a 20 aminoacides, 
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- d 'autre part, par le choix des aminoacides de depart. 

Comme pr&6demment, les protdinoides sont formes par precipitation 
d6clenchee par abaissement du pH des oligomferes ramifies hydrosolubles. Lorsque 
cette prdcipitation a lieu en presence de PA hydrosolubles, une partie de ceux-ci est 
5 entrainde dans le prot&noide lors de sa formation. Les taux decapsulation restent 
modestes : de 20 & 40 %. Par ailleurs, 1 'abaissement du pH peut etre dommageable 
k certains PA. 

En outre, le fait de devoir r&diser T encapsulation a un pH particulier 
constitue une contrainte methodologique genante et limite Putilisation de ces 

10 microparticules au pH de precipitation des proteinoses qui ne correspond pas 
n&essairement aux pH biologiques. Par exemple, le pH peut varier de 2 k 7,5 dans 
le tractus gastro-intestinal. 

On mentionnera egalement, pour memoire, le brevet US 4 351 337 qui 
relfeve d'un domaine different de celui de la vectorisation de PA propre a Tinvention. 

15 Ce brevet divulgue des implants fixes et localises k des endroits bien precis de 
Forganisme. De tels implants n'ont done rien a voir avec des formes administrables 
e. g. per os ou par injection. Lesdits implants peuvent etre, entre autres, des 
microcapsules spheriques de type matriciel ou k gangue, dont les dimensions sont de 
Tordre de 400-800 /im (fig. 8-9) et done bien superieures aux dimensions de l'ordre 

20 de 0,5 fitn et 10 ^m requises pour que les microparticules soient internalisees par les 
cellules de Torganisme. Ces implants sont realises k partir de materiaux polymferes 
du genre polyaminoacide (Leu/Glu notamment). Le formage de ces implants est 
effectue, e. g., k Taide de solutions de polyaminoacides dans du dioxane, que Ton 
evapore in fine. 

25 Dans cet etat de connaissances, Tun des objectifs essentiels de la presente 

invention est de fournir des PV, en particulier submicroniques et microniques, a base 
de polyaminoacides et susceptibles de servir de vecteurs d'un principe actif (PA), en 
particulier m&Jicamenteux et/ou nutritionnel, pour Tadministration dudit PA k un 
organisme humain ou animal, ces PV satisfaisant pleinement au cachier des charges 

30 explicit^ supra et r6p6t6 ci-aprfes : 

1 - n devrait, avantageusement, etre possible de pouvoir disposer de PV de 
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diametre moyen compris entre une fraction de micron et quelques microns, 
avec une repartition granulometrique etroite, de facon a pouvoir adapter la 
granulometrie des PV au mode d'administration choist et/ou le site 
therapeutique vise\ Par exemple, si une immunisation mucosale par la voie 
5 orale est recherchee, la taille des PV doit etre comprise entre 0,5 urn et 

10 jim, afin que les PV puissent penetrer les plaques de Peyer et atteindre les 
tissus lymphoides. Dans le cas d'une administration sous-cutanee, il y a 
avantage a disposer de PV de taille superieure a 10 pm pour que les particules 
ne rentrent pas dans la circulation gen6rale oil elles sont rapidement 
10 internalises par le systeme reticulo-endoth61ial, mais qu'elles diffusent 

progressivement depuis leur site d'injection. 

Cette specification implique un controle dimensionnel des PV, a la fois sur la 
distribution de la granulometrie des PV et sur leur diametre moyen, qui 
represente une operation tres delicate sur le plan technologique. 
15 2-11 est souhaitable que les PV assurent la protection du PA jusqu'au site de 
liberation. Par exemple, dans une administration orale d'un PA forme par un 
vaccin, ce dernier gagnerait a etre protege, tout au long du tractus 
gastrointestinal. 

3 - II est preferable que le polymfcre, constituant les PV, soit biocompatible et 
20 biodegradable et, encore mieux, qu'il soit metabolise en produits non toxiques 

pour l'organisme. 

4 - II est egalement avantageux que le polymere, constitutif des PV, n'induise pas 

de reponse immunitaire (immunogemale). 

5 - Enfin, il est egalement preferable que les PV puissent etre obtenues par un 
25 precede non d&iaturant pour le PA. Ainsi, l'usage de solvants organiques et/ou 

de temperatures elevees est a proscrire. 

Un autre objectif essentiel de 1'invention est de foumir des PV a base de 
polyaminoacides qui soient d'une granulometrie moyenne controlable et ajustable, 
et ce, dans des ordres de grandeur variant de 200 fim (MPV) jusqu'a quelques 
30 nanometres (NPV). 

Un autre objectif essentiel de Tinvention est de fournir des PV qui soient 
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simples k preparer (pH non agressif), stables k tout pH compris entre 4 et 13 et non 
immunogfcnes. 

Un autre objectif essentiel de l'invention est de fournir des PV k base de 
polyaminoacides qui soient faisables industriellement et dconomiques et qui soient 
5 aptes k se charger en PA avec des forts taux de chargement. 

Un autre objectif essentiel de T invention est de foumir un proc&te de 
preparation de MPV et/ou de NPV k base polyaminoacides et susceptibles d'etre 
utilis&s comme vecteurs de PA, ledit proc&te se devant d'etre economique, simple 
k mettre en oeuvre, non ddnaturant pour les PA et devant, en outre, permettre une 
10 maitrise fine de la granulomere moyenne des particules obtenues (maximum 
200 /xm). 

Un autre objectif essentiel de l'invention est l'utilisation des susdites 
particules pour la preparation de medicaments (e. g. vaccins) et/ou de nutriments, 
en particulier pour administration per os, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutanee, 
15 intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intrap6ritoneale, intracerebrale ou 
parenterale, de principes actifs, tels que des prolines, des glycoproteines, des 
peptides, des polysaccharides, des lipopoly saccharides, des oligonucleotides et des 
polynucleotides. 

Un autre objectif essentiel de l'invention est de fournir un medicament 
20 du type systfcme k liberation prolongee de PA, qui soit biocompatible et qui procure 
une haute biodisponibilite du PA. 

Un autre objectif essentiel de l'invention est de fournir un systfcme de 
vectorisation de vaccins qui soit non immunogfcne intrinsfcquement et en combinaison 
avec un ou plusieurs antigfcnes. 

25 

EXPOSE SUCCINCT DE L'INVENTION : 

Les objectifs relatifs aux produits, parmi d'autres, sont atteints par la 
prtsente invention qui concerne des particules de vectorisation de principe(s) actif(s), 
30 du type de celles k base de polyaminoacide(s) et de taille moyenne inferieure a 
200 j*m, caracterisees : 
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- en ce que leurs polyaminoacides constitutifs comprennent au 
moins deux types d'aminoacides recurrcnts AAN et AAI : 
a le type AAN correspondant k un acide amine neutre 
hydrophobe, 

5 a et le type AAI correspondant a un acide amin<£ k chaine 

laterale ionisable, au moins une partie des aminoacides 
recurrcnts de type AAI etant sous forme ionisee, 
les aminoacides recurrents de chaque type, AAN et AAI, 
etant identiques ou differents entre eux, 
10 - et en ce que la masse molaire en poids M w des 

polyaminoacides est superieure ou egale a 4 000 D, de 
preference a 5 000 D. 
II est du merite de la Demanderesse d'avoir precede a une selection 
parmi les polyaminoacides, pour ne retenir que ceux ayant pour trait d'etre non 
15 hydrosolubles, formant des suspensions colloidales stables dans un large domaine de 
pH compatibles avec le pH des milieux physiologiques pour les applications visees 
et comportant un premier type de monomeres AAN forme par un acide amine neutre 
hydrophobe et au moins un deuxieme type de monomeres forme par un acide amine 
AAI, caracterise par une chaine laterale de fonctionnalite carboxyle (Glu. Asp), 
20 ionisable a des pH physiologiques non denaturants pour les proteines. 

EXPOSE DETAILLE DE L' INVENTION : 

Selon une caracteristique de l'invention, ces polyaminoacides (PAA) sont 
25 lineaires et, plus preferentiellement encore, presented des enchainements a- 
peptidiques. 

Avantageusement, les PAA, selectionnes comme elements constitutifs des 
PV de l'invention, peuvent etre des PAA "blocs" et/ou des PAA "statistiques". 
Les PAA "blocs" sont ceux ayant une structure ordonnee, sequentielle et altemee, 
30 dans laquelle les aminoacides sont repanis en blocs le long des chaines de 
polymeres. 
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Les PAA "statistiques" sont ceux ayant une structure desordonnee, s£quentielle et 
aldatoire, dans laquelle les aminoacides sont r£partis de fagon non r£gulifere le long 
des chaines de polymfcres. 

S'agissant du rapport molaire AAN / AAI + A AN, il est fonction de la 
5 structure "bloc" ou "statistique" des PAA. Ainsi, ce rapport molaire est : 

- > 6 %, de preference £ 15 % pour les PAA "blocs", 

- > 20 %, de preference > 25 % pour les PAA "statistiques". 

Selon une autre caract£ristique de Tinvention, la masse des 
polyaminoacides s61ectionn6s est £lev&. 
10 A cet egard, il convient de signaler que la masse molaire en poids (M w ) 

pr£fer£e, pour les polyaminoacides mis en oeuvre dans le cadre de Tinvention, se 
d£finit differemment en fonction du type de polyaminoacide envisage. 
Cest ainsi que M w > 5 500 D, de preference est comprise entre 6 500 D et 200 000 
D et, plus preferentiellement encore, entre 8 000 et 20 000 D, pour les 

15 polyaminoacides "blocs", tels que definis supra. 

Tandis que, pour les polyaminoacides "statistiques". definis eux aussi supra, 
M w > 10 000 D, de preference comprise entre 20 000 D et 500 000 D et, plus 
preferentiellement, entre 20 000 D et 150 000 D. 

Ces polyaminoacides forment des polymeres amphiphiles pouvant 

20 interagir, k la fois avec des substances hydrophobes et des substances hydrophiles, 
ce qui leur confere des proprietes remarquables comme tensioactifs ou comme 
dispersants. Mais, en plus de leurs proprietes amphiphiles, ces polyaminoacides se 
distinguent par une propriety nouvelle et tout k fait inattendue, les chaines de 
polyaminoacides en solution aqueuse s'associent spontan£ment et forment des 

25 particules qui peuvent s'associer avec des proteines. En pratique, ces particules 
forment, de preference, des matrices au sein desquelles sont disperses le (ou les) PA. 
La structure lineaire pr£f£r6e par enchainements a-peptidiques et la masse molaire 
£lev£e sont aussi des caracteristiques importantes de ces polyaminoacides. 

Ces PAA non hydrosolubles se distinguent par une propridte nouvelle et 

30 tout & fait inattendue. Mis au contact d'une solution aqueuse, ils forment 
spontanement, dans celle-ci, une suspension colloidale de nanoparticules (NPV) 
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susceptibles de s'agreger en microparticules (MPV). En outre, des proteines en 
solution peuvent s'associer spontanement avec ces particules pour former des 

particules chargees de PA. 

Cette decouverte est d'autant plus surprenante que renseignement de la 

5 demande WO 93/25 583 etait plutdt de nature a inciter l'homme du metier a orienter 
ses recherches d'un materiau ideal pour 1' "encapsulation" de proteines, vers d'autres 
produits que les polyaminoacides. En effet, les nombreux essais, realises et donnes 
dans la demande de brevet WO 93/25 583, laissent a penser que, parmi tous les 
polyaminoacides testes, seuls ceux selectionnes et revendique* conviennent. Ce n'est 

10 qu'au terme d'une demarche inventive que la Demanderesse a pu prouver qu'il n'en 
etait rien en proposant une autre selection de polyaminoacides ayant un 
comportement different de ceux selon le WO 93/25 583, ces PAA tent, en 
particulier : 

- des PAA lineaires et de masses molaires elevees (superieures a 4 000 D), plutot 
15 que des petits oligomferes ramifies, 

- des PAA insolubles, plutot que solubles, et il est surprenant que ces PAA 
insolubles forment spontanement une suspension colloidale de NPV et que des 
proteines s'associent spontanement a ces NPV. 

Us polyaminoacides prefers sont des polymeres synthetiques lineaires, 
20 composes, avantageusement, d'a-aminoacides lies par des liaisons peptides. II existe 
de nombreuses techniques synthdtiques pour former des polymeres a blocs ou 
statistiques, des polymeres a chaines multiples et des polymeres contenant une 
sequence detertninee d'aminoacides (cf. Encyclopedia of Polymer Science and 
Engineering, volume 12, page 786 ; John Wiley & Sons). De nombreux derives 
25 d'aminoacides et de peptides ont ete utilises comme monomeres pour la preparation 
des polyaminoacides. Cependant, les monomeres servant le plus couramment sont 
les anhydrides des N-carboxy-a-aminoacides dont la preparation est donnee, par 
exemple, dans Biopolymers, 15_, 1869 (1976). Les techniques de polymerisation de 
ces monomeres sont connues de 1'homme de Tart et sont detaillees dans 1'ouvrage 
de H. R. KRICHELDORF "a-Aminoacid-N-Carboxy Anhydrides and Related 
Heterocycles" Springer Verlag (1987); 
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Les techniques de synthases impliquent, g^n^ralement, de proteger les 
fonctions r&tctives des acides amines k chaines laterales ionisables, afin qu'elles 
n'interfferent pas lors de retape de polymerisation. II s'ensuit qu'une etape de 
ddprotection est necessaire pour rdtablir la fonctionnalite des chaines laterales 
5 ionisables du polymere. On peut titer, par exemple, les precedes de ddprotection par 
saponification des esters m6thyliques (STAHMAN et coll ; J. Biol. Chem., 197, 771 
(1952) ; KYOWA HAKKO, FR 2 152 582) ou de ddbenzylation [BLOUT et coll. ; 
J. Amer. Chem. Soc., 80, 4631 (1858)]. 

Avantageusement, les PV ont une concentration moyenne en 
10 polyaminoacide variant de 0,01% k 25 % poids sec, de preference de 0,05 a 10 % 
poids sec. 

Selon un mode prefer de realisation des particules selon V invention, 
T AAN (ou les AAN) est(sont) choisi(s) dans la liste suivante : Leu - He - Val - Ala - 
Pro - Phe - et leurs melanges et 1'AAI (ou les AAI) est (sont) forme(s) par le Glu 
15 et/ou 1'Asp. 

De manifere plus pr£f£rde encore, les particules de V invention sont 
caracteris&s en ce que leurs polyaminoacides constitutifs component un seul type 
de monomferes AAI correspondant, de preference, a Glu et un seul type de 
monom&res correspondant, de preference, a Leu. 
20 Le fait de limiter le nombre de comonomeres a deux seulement : un de 

type AAN et un de type AAI, permet de minimiser Timmunogenicite des particules. 
II s'agit Ik d'un avantage notable de cette forme preftree de realisation de 
T invention. 

La taille des particules de polyaminoacides s£lectionn£s fait partie des 
Elements fondamentaux de lapresente invention. Avantageusement, ces particules ont 
une taille moyenne comprise entre 0,01 et 200 /im, avec une repartition 
granulometrique etroite. 

L'un des atouts de Tinvention est d'etre parvenue k un tres bon controle 
de la granulomere moyenne des particules et de leur repartition granulometrique. 
Ce controle passe par Tatteinte de tailles de particules extremement reduites, de 
Tordre de quelques nanometres et de tits faible polydispersite, sachant qu'il est 
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possible d'augmenter la taille de ces nanoparticules par agregation. Sans que cela ne 
soit limitatif, on peut ainsi distinguer deux populations de particules en fonction de 
leurs tailles. 

La premiere de ces populations regroupe les particules de type NPV 
5 nanoparticules, de taille moyenne comprise entre 0,01 fim et 0,5 Aim, de preference 

entre 0,03 et 0,4 ^m. 

La deuxieme population comprend les particules de type MPV, de taille 
moyenne superieure a 0,5 fitn, de preference inferieure ou egale a 20 fim. 

Au sens de 1'invention, on entend, par taille ou granulomere moyenne, 
10 la moyenne arithmetique des diametres en volume [D4.3] etablis par diffraction laser 
dans le cas des MPV, et le diametre de gyration mesur6 par diffusion elastique de 

la lumiere dans le cas des NPV. 

Les microparticules MPV sont, avantageusement, obtenues a partir des 

nanoparticules NPV, e. g. par agregation. 
15 Selon une variante, les microparticules comprennent au moins un agent 

d'agregation. 

Conformement a une caracteristique preferee de Invention, les particules 
comprennent au moins un principe actif. 

Le controle de la taille des MPV et NPV s'opere. egalement, par 
20 rintermediaire de la composition des polyaminoacides mais aussi, pour une meme 
composition, de la structure ordonnee (sequentielle altemee, i. e. en blocs : S,) ou 
desordonnee (sequentielle aleatoire, i. e. statistique : S 2 ). 

La nomenclature qui sera utilisee, dans le present expose, pour nommer 
les polyaminoacides est la suivante : poly AAN1/AAN2/.../AAI1/AAI2/...- 
25 A/B/C/D..., A, B, C, D... etant les pourcentages molaires des acides amines. De 
plus, on distingue la structure ordonnee en blocs de la structure desordonnee ou 
statistique en ajoutant le terme "blocs". Par exemple, le copolymere statistique 
compose de 30 % de leucine et de 70 % d'acide glutamique est le poly Leu/Glu- 
30/70 et le copolymere avec la meme composition et de structure blocs (LeuVfGlu),,, 
30 est le poly Leu/Glu blocs-30/70. 

Suivant un mode prefere de realisation de 1'invention. les particules sont 
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caract£ris6es en ce que AAI = Glu et AAN = Leu. 

Outre les particules ddcrites supra k titre de produit nouveau per se, la 
pr£sente invention a egalement pour objet un proc6d6 de preparation de particules 
& base de polyaminoacide(s) et susceptibles d'etre utilisees comme vecteurs de 
5 principe(s) actif(s), caractfrise : 

- en ce que Ton met en oeuvre des polyaminoacides (PA A) : 
▲ comprenant au moins deux types d'aminoacides recurrents 
AAN et AAI : 

le type AAN correspondant a un acide amine neutre 
10 hydrophobe, 

et le type AAI correspondant a un acide amine a 
chaine laterale ionisable, 
les aminoacides recurrents de chaque type AAN et AAI 
6tant identiques ou differents entre eux, 
15 a le ratio molaire AAN / AAI + AAN etant > 3 % , de 

pr6f6rence > 5 % , 
a la masse molaire en poids M w du (ou des) 
polyaminoacide(s) 6tant superieure ou egale a 4 000 D, de 
preference a 5 000 D, 

20 - en ce que Ton realise une dispersion de ces polyaminoacides 

dans un liquide, de preference dans une solution aqueuse 
saline, dont on a ajustd le pH k une valeur choisie de telle 
sorte qu'au moins une partie des aminoacides de type AAI 
soit sous forme ionisee, 

25 - et en ce que Ton recueille ainsi une solution colloidale de 

particules. 

La description des caracteristiques des PAA faite supra, dans le cadre de 
la presentation des particules, peut etre int6gralement transposee dans le present 
expose relatif au proc6d6. 
30 Ce procede est Tun de ceux permettant d'obtenir les particules NPV presentees ci- 
avant. Ces particules peuvent done etre celles dans lesquelles TAAN (ou les ANN) 
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est(sont) choisi(s) dans la liste suivante : Leu - He - Val - Ala - Pro -Phe - et leurs 
melanges et celles dans lesquelles l'AAI (ou les AAI) est(sont) forme(s) par le Glu 
et/ou l'Asp. 

La formation des NPV se produit done de maniere simple, dans une 
solution aqueuse saline (par exemple) et a un pH choisi de telle sorte qu'au moins 
une partie des monomeres AAI (de nature identique ou differente entre eux) soil sous 
forme ionisee. Cette generation spontanee de nanoparticules, par dispersion de 
copolyaminoacides en milieu satin, est remarquable de simplicity d'economie et 
done de faisabilit6 industrielle. 

De plus, il est possible, par cette methode, d'eviter les solvants 
organiques, generalement utilises pour preparer ce type de particules et qui sont 
connus pour entrainer la denaturation des prolines. 

Les conditions d'obtention de ces NPV sont aisement maitrisables par 

1'homme du metier. 

15 La formation de NPV depend, d'une part, de la nature de la solution 

aqueuse de dispersion et, d'autre part, des caracteristiques du polyaminoacide. 

Les solutions aqueuses de dispersion des polyaminoacides doivent 
satisfaire certaines conditions de pH et de force ionique. On concoit, en effet, 
facilement que la stabilite des nanoparticules de polymeres, contenant des 
groupements ionises, depend de la force ionique. Quant au pH. il est bien sur 
fonction de la nature des groupements ionisables, dont il fixe la fraction f 
d'ionisation. Ainsi, pour des groupements carboxyliques, f croit avec le pH. 

En tout etat de cause, l'un des avantages certains du precede selon 
l'invention est de permettre la formation spontanee des NPV independamment du 
25 pH, dans un domaine etendu de pH compris entre 3 et 13, ce qui couvre largement 
le domaine des pH biologiques et ouvre ainsi un large champ duplications. 
Les NPV de polyaminoacides forment des solutions colloldales. 
Pour ces polyaminoacides, les caracteristiques discriminantes de la 
formation de NPV sont : 
30 i) - la masse molaire, 

2i) - la nature des acides amines, 
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3i) - Ies proportions en acides amines, 

4i) - la presence d'enchainements lineaires, de preference a-peptidiques, 
5i) - la repartition des acides amines le long des chaines de polymferes, de 
fa$on regulifere ou al^atoire, suivant des structures respectivement 
5 "blocs" ou "statistique". 



Ces caracteristiques sont discut£es ci-dessous. 

Concernant Tinfluence de la masse molaire, on peut indiquer que la 
formation des NPV r6sulte de I'association des acides amines entre les chaines de 
polyaminoacides et que celle-ci s'opfere differemment suivant la structure et la masse 
10 molaire du polymfcre. 

Pour les polyaminoacides de structure "statistique", les poly meres de 
masses molaires superieures ou £gales k 10 000 D, de preference comprise entre 
20 000 D et 500 000 D et, plus pr6f6rentiellement, comprises entre 20 000 D et 
150 000 D, se dispersent facilement en solution aqueuse et forment des suspensions 

15 colloidales de NPV stables. Dans les memes conditions, les polymeres de plus faible 
masse molaire ne forment pas de suspensions colloidales stables, une partie des 
particules precipitent et les NPV, maintenues en dispersion, sont peu diffusantes. 
L'association des chaines de polymfcres en NPV est done d'autant plus favorable que 
la masse molaire des polyaminoacides est devde. 

20 Dans le cas des polyaminoacides de structure "blocs", r association 

interchaines, entre des blocs d'acides amines identiques, est favorisee, ce qui autorise 
Tutilisation de polymfcre de plus faible masse molaire que les polyaminoacides de 
structure "statistique". Les polymferes de masses molaires superieures ou egales k 
5 000 D, de preference comprise entre 6 500 D et 200 000 D et, plus 

25 preferentiellement, comprise entre 8 000 D et 20 000 D, se dispersent facilement en 
solution aqueuse et forment des suspensions colloidales de NPV stables. 

Concernant Tinfluence de la nature des acides amines et de leur 
proportion, on peut preciser que, dans le cas des PA A de leucine et d'acide 
glutamique, la fraction en leucine doit etre suffisamment eievfe pour eviter que le 

30 polymfcre ne soit totalement soluble et assurer des interactions hydrophobes 
suffisantes pour que les chaines de polymeres s'associent en NPV. Ces interactions 



WO 96/29991 



PCT/FR96/00460 



17 



interchaines sont favoris&s avec les polyaminoacides "blocs" et la fraction de leucine 
minimale necessaire pour former des NPV est plus faible avec les polymfcres "blocs" 
qu'avec les polymfcres "statistiques". On a pu montrer, par exemple, que la 
concentration critique en dessous de laquelle le polymere est soluble, est comprise 
5 entre 20 et 30 % pour les polymfcres "statistiques" de leucine et d'acide glutamique. 

Pour la mise en oeuvre de la preparation de NPV conformes k 
Tinvention, on fixe, avantageusement, la molarity de la solution saline entre 10 - * et 
1 M, de preference 10" 2 M k 0,5 M environ. 

Suivant une autre modalite pratique de Tinvention, on choisit les 
10 concentrations en polymfere dans la solution exprimees en % poids/volume, 
sup^rieures ou 6gales k 10' 2 , de preference comprises entre 0,05 et 30 et, plus 
preferentiellement encore, entre 0,05 et 5. 

Dans la mesure ou Tune des applications les plus remarquables des 
particules et leur proc&le d'obtention selon Tinvention est le transport sous 
15 protection de principes actifs dans Torganisme humain ou animal, il est avantageux 
de pr6voir, k cette fin, qu'au moins un principe actif soit dissous dans le milieu 
liquide de formation des particules. 

Cette mise en solution du principe actif, en particulier profeique et 
polypeptidique, s'effectue, de preference, avant introduction des polyaminoacides 
20 dans le milieu, de sorte que Ton obtienne, aprfes cette introduction, une solution 
colloldale de particules chargees en principe actif. 

Sans vouloir etre lie par la th6orie, on peut supposer que Tinteraction 
entre le PA et les polyaminoacides procfede d'associations hydrophobes et 
^lectrostatiques. 

25 En resume, T encapsulation selon Tinvention consiste done a : 

- mettre en solution aqueuse le PA k encapsuler, 

- et k disperser du polyaminoacide dans une solution aqueuse, puis k melanger la 
suspension colloidale de nanoparticules ainsi formee k la solution de PA, ou bien, 
et de fagon prdferfc, k disperser directement du polyaminoacide dans la solution 

30 de PA, de maniere a obtenir spontanement des nanoparticules chargees en PA. 

Une des caracteristiques essentielles majeures de Tinvention est que le 
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phenomfene dissociation du (ou des) PA avec les particules est independant du pH. 

II a ete vu ci-dessus que la dispersion du copolyaminoacide dans le milieu 
liquide, salin de preference, constitue une etape cie du procede de preparation de 
. particules eventuellement chargfes en PA selon Tinvention. Le precede selon 
5 l'invention se singularise, egalement, en ce qu'il comprend au moins une etape 
supplemental d'agregation des nanopanicules (NPV) en microparticules (MPV), 
de preference k Taide d'un sel et/ou d'un acide et/ou d'un polymfcre 
(avantageusement un polyeiectrolyte). 

Grace a cette caracteristique du procede de V invention, il est possible 
10 d'agreger des NPV de taille comprise entre 0,01 et 0,05 pm, en MPV de taille 
comprise entre 0,05 et 200 /*m, de preference entre 0,05 et 20 fim et, plus 
idealement encore, entre 0,05 et 10 jim. 

Cette agregation doit etre realisee dans des conditions non denaturantes 
pour le PA et la Demanderesse a trouve que Taddition, notamment de sels ou 
15 d'acides ou de polymfcres cationiques, entraine I'agregation des NPV en MPV. 

L'addition de sels permet d'augmenter la force ionique du milieu et 
provoque Tagregation des NPV en ecrantant les repulsions electrostatiques entre les 
particules. De plus, le sel peut aussi agir comme agent de reticulation des fonctions 
carboxyliques des polyaminoacides presentes a la surface des particules et provoquer 
20 ainsi leur agregation par complexation de plusieurs acides carboxyliques sur le cation 
du sel. Dans ce cas, on choisira, de preference, des sels polycationiques parmi ceux 
formant des complexes avec les acides carboxyliques, tels que les sels de Fe 2+ , Fe 3 *, 
Zn 2+ , Ca 2+ , Al 2+ , Al 3+ et Cu 2+ . 

L'addition d'acides diminue la fraction f d'ionisation en neutralisant les 
25 fonctions carboxyliques des polyaminoacides et entraine ainsi Tagregation des NPV 
en MPV. La fraction d'ionisation & laquelle s'opfcre Tagregation depend de la 
composition du polyaminoacide AAN/(AAN + AAI). Elle est d'autant plus faible 
que la proportion en AAI est eievee. L'acide qui est additionne est, 
avantageusement, un acide fort de pKa inferieur k celui des fonctions carboxyliques 
30 dans les polyaminoacides. 

Les polymfcres cationiques agissent comme des agents d 1 agregation en 
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associant les NPV : ils ferment des complexes entre les fonctions carboxyliques a 
la surface des particules qui sont ainsi reliees entre elles par les molecules de 

polymeres cationiques. 

Us conditions d'agregation des NPV en MPV sont developpees dans les 

5 exemples. 

En fin de precede, avec ou sans encapsulation de PA, on recupere les 
(nano) et les (micro)particules par tout moyen connu en soi et approprfe. En pratique 
on peut, par exemple, faire usage de la centrifugation et la lyophylisation. 

Le principe actif, susceptible d'etre inclus ou incorpore (de preference 
10 selon une configuration de type matrice) dans les particules selon 1'invention, 
obtenues ou non par le precede decrit supra, est medicamenteux et/ou nutritionnel. 
II est, de preference, choisi parmi : 

a les proteines et/ou les peptides parmi lesquels les plus 
preferentiellement retenus sont : les hemoglobines, les 
15 cytochromes, les albumines, les interferons, les antigenes, les 

anticorps, la calatonine. l'erymropoietine, l'insuline, les 
hormones de croissance, le facteur IX, l'interleukine ou leurs 
melanges, 

a les polysaccharides, l'heparine etant plus particulierement 

20 selectionnee, 

a les acides nucleiques et, preferablement, les oligonucleotides 

d'ARN et/ou d'ADN, 
a et leurs melanges. 
Us PA, que Ton peut classer dans la categorie des medicaments et qui 
25 sont propres a etre vectorises par les particules selon 1'invention, sont les vaccins. 

A titre d'exemple de produit nutritionnel, on peut citer les vitamines, les 
acides amines et les oligoefements. 
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POSSIBILITE D' APPLICATION INDUSTRIELLE : 

Selon un autre de ses aspects, l'invention vise 6galement Tutilisation de 
ces NPV et MPV charg&s en PA, pour la fabrication de medicaments du type 
5 systfemes & liberation controlte de PA. 

La presente invention concerne, enfin, les medicaments ou les specialitds 
pharmaceutiques ou nutritionnelles comprenant les PV chargges en PA et d£finies 
ci-dessus. 

Dans le cas de medicaments, il peut s'agir, par exemple, de ceux 
10 administrates, de preference par voie orale, nasale, vaginale, oculaire, sous-cutan6e, 
intraveineuse, intramusculaire, intradermique, intraperiton£ale, intracerebrale ou 
parenterale. 

Les applications de l'invention ne sont pas limitees a la vectorisation, au 
transport de PA de nature m&iicamenteuse ou nutritionnelle. En effet, il est tout k 

15 fait concevable que le PA, susceptible d'etre inclus ou incorpore dans les PV, soit 
au moins un produit cosmetique ou phytosanitaire. Les applications cosmetiques 
envisageables sont, par exemple, les compositions applicables par voies 
transdermiques. Les produits phytosanitaires concemes peuvent etre, par exemple, 
des herbicides, des pesticides, des insecticides, des fongicides, etc.. La presente 

20 invention a 6galement pour objet les compositions phytosanitaires et cosmetiques 
comprenant des PV chargees en PA du type de ceux vis£s supra. 

Les exemples qui suivent permettront de mieux comprendre l'invention 
dans ses differents aspects produit/proc£d£/application. Ces exemples illustrent la 
prepration de particules de polyaminoacides charges ou non en principes actifs, de 

25 mfeme qu'ils pr£sentent les caract&istiques de structure et les propriety de ces 
particules. 
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EXEMPLES 
I - PREPARATION DES POLY AMINO ACIDES TESTES 

5 Les polymeres mis en oeuvre dans les exemples sont des copolymeres synth6tiques 
lineaires, de structures en blocs ou statistiques, a base de leucine et d'acide 
glutamique. Les polyaminoacides ont des masses molaires en poids M., determiners 
par diffusion elastique de la lumiere dans le solvant acide trifiuoracetique, comprises 
entre 50 000 D et 150 000 D. 

10 Ces polymeres sont obtenus a partir du copolymere de leucine et de glutamate de 
methyle dont on r&ablit la fonctionnalite des chaines laterales ionisables du glutamate 
de sodium, en utilisant les precedes de deprotection connus des esters methyliques 
decrits, par exemple, par STAHMAN et coll., J. Biol. Chem., 197, 771 (1952) ou 
dans le brevet KYOWA HAKKO, FR 2 152 582. 

15 Le copolymere de leucine et de glutamate de m6thyle est obtenu a partir des 
anhydrides des N-carboxy-a-aminoacides (NCA) de leucine et de glutamate de 
m&hyle, dont la preparation est donnee par exemple dans Biopolymers, 15, 1869 
(1976). Les techniques utilisees, pour la polymerisation des NCA en polymeres de 
structures en blocs ou statistiques sont connues de l'homme de Tart et sont detaillees 

20 dans l'ouvrage de H. R. KRICHELDORF "a-aminoacides-N-Carboxy Anhydrides 
and Related Heterocycles", Springer Verlag (1987). 

Exemple 1 : Synthase d'un polyaminoacide "statistique", le 
poly(Leu/Glu) 50/50. 

25 

ETAPE 1) : COPOLYMERISATION DES NCA- LEU ET NCA-GLU(OME) : 

poly(Leu-co-Glu(OMe)) 50/50 : 
Dans un reacteur de 1 1, muni d'un agitateur en verre, d'une arrivee d'azote et d'une 
sortie reliee a un bulleur, on introduit, sous courant d'azote, 15,0 g de N- 
30 carboxyanhydride de la glutamate de methyle (NCA-Glu(OMe) : 0,08 mole) et 
12,5 g de N-carboxyanhydride de la leucine (NCA-Leu : 0,08 mole). 381 ml de 
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dioxane sont rajout6s et le milieu reactionnel est porte k 40 *C. 
Aprfcs dissolution des NCA, on introduit 24 ml d'eau, suivi de 0,22 ml de 
triethylamine (soit 1 % molaire par rapport aux NCA). Le suivi de la polymerisation 
est effectue par IR en observant la disparition des bandes carbonyles k 1 860 et 
5 1 790 cm* 1 . La dur£e de polymerisation varie entre 1 ,5 h et 3 h selon la composition 
des monomfcres. Aprfes disparition totale des bandes, le milieu reactionnel est dilue 
par 380 ml de dioxane, puis homog&i&se pendant 3 h k temperature ambiante. Le 
copolymfere est recupere par precipitation dans 5 1 d'eau sous bonne agitation. Le 
produit est filtr£ et s6ch6 k 50 X sous vide pendant 12 h. 

10 La masse de copolymfere obtenu est de 18,4 g, soit un rendement ponderal de 90 %. 
RMN 1H (acide trifluoroac&ique-d) : 0,85 ppm (CH 3 -Leu, 6H*0,5) ; 1,58 (CH 2 et 
CHMe, Leu, 3H*0,5); 2, 10 et 2,22 (CH r Glu, 2H*0,5) ; 2,58 (CH r Glu ; 2H*0,5) ; 
3,75 (CH 3 -Glu, 3H*0,5) ; 4,62 (NCHCOLeu, 1H*0,5) ; 4,70 (NCHCO-Glu, 
1H*0,5). Viscosity rdduite (0,5 g/dl dans l'acide trifluoroacetique) k 

15 25 # C = 2,2 dl/g. 

Etape 2) : Hydrolyse de l'ester m£thyuque du poly(Leu-co- 
Glu(OMe)) 50/50 : 

Le copolymere obtenu precedemment (17,7 g) est place dans un reacteur dans lequel 
20 on rajoute 354 ml d'acide trifluoroacetique. Le milieu reactionnel est porte a 40 *C 
sous agitation. Lorsque le copolymfere est totalement dissous, on rajoute 354 ml 
d'eau par petites quantites. Le milieu reactionnel est maintenu sous agitation pendant 
48 h. 

Le polymfere est recup£re par precipitation dans 5 1 d'eau. Aprfcs filtration, il est a 
25 nouveau mis en suspension et agite dans Teau pendant 0,5 h, puis filtr6 et essore. 
La purification s'effectue par dialyse dans Teau. 

Rendement 15,9g (95 %). RMN 1H (acide trifluoroacetique-d) : identique aux 
polymfcres de depart k une exception, le signal k 3,75 (CH 3 -Glu) est fortement 
diminu6 ou absent. Dans le cas present, le taux d'esters residuels est inferieur a 1 % 
30 par rapport aux monomferes glutamate. Viscosite reduite (0,5 g/dl dans l'acide 
trifluoroacetique) k 25 # C = 0,95 dl/g. 
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Exemple 2 : Synihese d'un polyaminoacide "bloc", le poly(Leu/Glu) 

50/50 DIBLOCS. 

Dans un reacteur de 1 1, on introduit sous agitation 15,0 g de NCA-Glu(OMe) 
5 (0,08 mole) et 180 ml de dioxane. Apres dissolution, on rajoute 180 ml de toluene 
et le milieu est porte a 60 X. On effectue le spectre IR de la solution avant de 
rajouter 0,156 g de benzylamine (1,58 % molaire/NCA). Le milieu reactionnel se 
trouble rapidement et, au bout de 40 minutes, les bandes caracteristiques a 1 
860 et 1 790 cnr' ont disparu. 

10 Apres une heure, on introduit une solution de 12,5 g de NCA-Leu (0,08 mole) dans 
un melange dioxane/toluene (15 ml de chaque). L'agitation est poursuivie pendant 
18 h (cette duree n'a pas ete optimisee). Les bandes carbonyles ont alors disparu. 
On ajoute 100 ml de dioxane et le milieu reactionnel est homogeneise pendant 1 h. 
Le copolymere est precipite dans 3 1 d'ethanol absolu sous forte agitation. II est lave 

15 avec 1 1 d'6thanol, filtre, essore et enfin seche a 50 *C sous vide pendant une nuit. 
La masse de produit recuperee est de 19,5 g (rendement = 95 %). RMN 1H (acide 
trifluoroacetique-d) : 0,85 ppm (CH 3 -Leu, 6H*0,5) ; 1,58 (CH 2 et CHMe, Leu, 
3H*0,5) ; 2,10 et 2,22 (CH 2 -Glu, 2H*0,5) ; 2.58 (CH r Glu ; 2H*0,5) ; 3,75 (CH,- 
Glu, 3H*0,5) ; 4,62 (NCHCO-Leu, 1H*0,5) ; 4,70 (NCHCO-Glu, 1H*0,5). 

20 Viscosite reduite (0,5 g/dl dans l'acide trifluoroacetique) a 25 "C = 0,62 dl/g. 

La deuxieme etape d'hydrolyse des esters methyliques est identique a celle decrite 
dans l'exemple 1, etape 2. Rendement 95 %. RMN 1H (acide trifluoroac6tique-d): 
identique aux polymeres de depart a une exception, le signal a 3,75 (CH 3 -Glu) est 
25 fortement diminue ou absent. Dans le cas present, le taux d'esters residuels est 
inferieur a 1 % par rapport aux monomeres glutamate. Viscosite reduite (0,5 g/dl 
dans l'acide trifluoroacetique) a 25 *C = 0,55 dl/g. 
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Exemple 3 : Synthase d'un polyaminoacide "bloc", le 

POLY(GLU/LEU/GLU) 29/57/14 TRIBLOCS. 

Dans un r6acteur de 1 1, on introduit sous agitation 7,5 g de NCA-Glu(OMe) 
5 (0,04 mole) et 180 ml de dioxane. Aprfcs dissolution, on rajoute 180 ml de tolufene 
et le milieu est por\6 k 60 "C. On effectue le spectre IR de la solution avant de 
rajouter 0,156 g de benzylamine. 

Aprfes la disparition totale du monomfere, on introduit une solution de 12,5 g de 
NCA-Leu (0,08 mole) dans un melange dioxane/tolufene (15 ml de chaque). 

10 L'agitation est poursuivie pendant 18 h. Ensuite, on introduit a nouveau 7,5 g de 
NCA-Glu(OMe) (0,04 mole) qu'on permet de reagir pendant 12 heures. On ajoute 
100 ml de dioxane et le milieu reactionnel est homog6neis6 pendant 1 h. 
Le copolymfcre est pr6cipit£ dans 3 1 d'6thanol absolu sous forte agitation. II est lav6 
avec 1 1 d'&hanol, filtrf, essor£ et enfin s6ch€ k 50 *C sous vide pendant une nuit. 

15 La masse de produit r£cup6n6 est de 19,4 g (rendement = 95 %). RMN 1H (acide 
trifluoroac&ique-d) : 0,85 ppm (CH 3 -Leu, 6H*0,5) ; 1,58 (CH 2 et CHMe2 Leu, 
3H*0,5) ; 2, 10 et 2,22 (CH r Glu, 2H*0,37) ; 2,58 (CH 2 -Glu; 2H*0,37) ; 3,75 (CH 3 - 
Glu, 3H*0,37) ; 4,62 (NCHCO-Leu, 1H*0,5) ; 4,70 (NCHCO-Glu, 1H*0,37). 
Viscosite reduite (0,5 g/dl dans l'acide trifluoroacetique) k 25 *C = 0,58 dl/g. 

20 

La deuxieme etape d'hydrolyse des esters m£thyliques est identique a celle dgcrite 
dans l'exemple 1, etape 2. RMN 1H (acide trifluoroac6tique-d) : identique aux 
polymfere de depart a une exception, le signal k 3,75 (CH 3 -GIu) est fortement 
diminue ou absent. Dans le cas present, le taux d 'esters residuels est inferieur a 1 % 
25 par rapport aux monomfcres glutamate. Viscosite reduite (0,5 g/dl dans Pacide 
trifluoroacetique) k 25 # C = 0,38 dl/g. 
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n - Formation de nanoparticules de polyaminoacides (NPV) 

AVEC OU SANS INCORPORATION DE PRINCD?ES ACTIFS 

II.l - INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN AAN 
5 SUR LA FORMATION DE PARTICULES 

EXEMPLE 4 : FORMATION DE NANOPARTICULES DE POLY(LEU/GLU) 30/70, 
50/50, 75/25 DE STRUCTURE "STATISTIQUE". 

10 100 mg de copolyaminoacides statistiques de leucine et de glutamate de sodium, de 
composition Leu/Glu = 30/70 et de masse molaire M. = 36 000 D. sont disperses 
dans 100 ml d'une solution de chlorure de sodium de molarite 10 2 mol/1. Quel que 
soil le pH de la solution compris entre 4,5 et 12 que Ton peut ajuster par addition 
d'acide chlorhydrique ou d'hydroxyde de sodium, le polymere forme, spontanement, 

15 une dispersion colloldale de nanoparticules. En milieu acide de pH inferieur a 4,5, 
qui correspond a une fraction d'ionisation f egale a 0,05, le polymere lyophilise ne 
se disperse pas dans la solution et reste insoluble. 

Le tableau 1 ci-dessous rassemble les observations realisees dans les memes 
conditions de dispersion, avec les copolyaminoacides statistiques de leucine et de 
20 glutamate de sodium, de composition Leu/Glu = 50/50 et 75/25 et de masse molaire 
M w egales. respectivement, a 60 000 D et 34 000 D. 
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Tableau 1 





POLYAMINOACIDES 


Domain e pH d'existence 

DES NANOPARTICULES 


Fraction d'ionisation f 

DE L'AODE GLUTAMIQUE 


5 


Poly Leu/Glu-30/70 


[4,5-12] 


> 0,05 




Poly Leu/Glu-50/50 


[4,7-12] 


> 0,05 




Poly Leu/Glu-75/25 


[6,2-12] 


> 0,30 



Exemple 5 : Formation de nanoparticules de poly(Leu/Glu) 20/80, 
10 40/60, 50/50 de structures "blocs". 

100 mg de copolyaminoacides blocs de leucine et de glutamate de sodium, de 
composition Leu/Glu = 50/50 et de masse molaire M w = 14 600 D, sont disperses 
dans 100 ml d'une solution de chlorure de sodium de molarite 10* mol/1. Quel que 

15 soit le pH de la solution, compris entre 3 et 12, que Ton peut ajuster par addition 
d'acide chlorhydrique ou d'hydroxyde de sodium, le polymfere forme spontanement 
une dispersion colloldale de nanoparticules qui diffusent la lumiere et conferent a la 
solution une turbiditS 61ev6e. Les nanoparticules de polymere ne decantent pas 
lorsque la solution est laissee plusieurs heures au repos & temperature ambiante 

20 comprise entre 15 et 20 # C. En milieu acide de pH inferieur a 3, le polymfere ne se 
disperse pas dans la solution et reste insoluble. 

Dans les memes conditions k pH compris entre 3 et 12, les poly(Leu/Glu) 20/80, 
40/60 de structures "blocs", de masse molaire M w respectivement egales a 1 1 000 D, 
15 000 D, se dispersent et forment des suspensions colloldales. Ces suspensions 
25 colloidales diffusent d'autant plus la lumifere que la proportion de leucine dans le 
polymfere est Slevee. A pH interieur k 3, on observe, de la meme fagon que pour le 
poly(Leu/Glu) 50/50, que les polymferes ne se dispersent pas et restent insolubles. 
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EXEMPLE 6 : SOLUBILITE DU POLY(LEU/GLU) 18/82 DE STRUCTURE 
"STATISTIQUE". 

Cet exemple montre que les copoiymeres de leucine et de glutamate de sodium de 
5 composition Leu/Glu = 18/82 ne ferment pas de nanoparticules, car ils sont 

totalement solubles dans 1'eau, quel que soit le pH < 4,5. 

10 mg de poly Leu/Glu- 18/82 lyophilise sont disperses dans 0,5 ml d'une solution 

de chlorure de sodium de molarity 10" 2 mol/1. Le polymere est totalement dissous et 

la solution est limpide. 
10 II ne se forme pas de nanoparticules. 

Exemple 7 : Stability des suspensions colloid ales de ddterents 
poly(Leu/Glu). 

15 100 mg des copolyaminoacides statistiques de leucine et de glutamate de sodium de 
composition Leu/Glu = 30/70, 50/50, 75/25 et de masse molaire M w , egale, 
respectivement, a 36 000 D, 60 000 D et 34 000 D, sont disperses dans 10 ml, 5 ml 
et 2 ml d'une solution d'hydroxyde de sodium de molarite 10" 2 mol/1. formant ainsi 
des solutions de concentration 1 % , 2 % et 5 % p/v de chacun des polyaminoacides. 

20 Les dispersions sont ensuite laissees en test de stability a temperature ambiante (15- 
25 *C) pendant 4 mois. A Tissue de cette periode, les nanoparticules n'ont pas 
decante et la diffusive des solutions n'a pas change. 

Exemple 8 : Formation de nanoparticules de poly(Leu/Glu) 50/50 de 

25 STRUCTURE "STATISTIQUE" ET DE STRUCTURE "BLOCS", DANS 

UN TAMPON PHOSPHATE ISOTONIQUE. 

100 mg de polyaminoacides poly(Leu/Glu) 50/50, de structure "statistique" et de 
masse molaire M w egale a 60 000 D, sont disperses dans une solution de pH = 7,4 
30 isotonique, contenant 0,01 mol/1 de tampon phosphate, 0, 138 mol/1 de chlorure de 
sodium et 0,0027 mol/1 de chlorure de potassium (PBS, voir catalogue SIGMA 
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P4417). Le polymfcre forme spontan£ment une dispersion colloidale de nanoparticules 
qui diffuse la lumifere. Les nanoparticules de polymfere ne d&antent pas lorsque la 
solution est laissee plusieurs heures au repos k temperature ambiante entre 15 et 
20 -C. 

5 Dans les memes conditions, lorsque Ton disperse 100 mg de polyaminoacides 
poly(Leu/Glu) 50/50 blocs et de masse molaire M« egale k 14 600 D, dans une 
solution tampon PBS, on obtient une suspension stable k temperature ambiante de 
nanoparticules qui diffuse la lumifere avec une turbidite elevde. 

10 II.2 - Dimensions et structure des nanoparticules de Poly(Leu/Glu) 

DE STRUCTURE "STATISTIQUE" ET DE STRUCTURE "BLOC" 

Les nanoparticules de polyaminoacides forment une solution colloidale. Les mesures 
par diffusion statique ou quasi £lastique de la lumiere permettent de mesurer la taille 

15 et la densite de polymfere dans les nanoparticules. 

Le tableau 2 ci-dessous regroupe des mesures effectutes k partir des polyaminoacides 
statistiques de compositions Leu/Glu = 30/70, 50/50 et de masses molaires Mw 
comprises entre 46 000 D et 21 000 D, ainsi que du polyaminoacide "bloc" de 
compositions Leu/Glu 20/80, 50/50 de masses molaires comprises entre 1 1 000 D 

20 et 16 300 D. Pour ces mesures, les polyaminoacides sont disperses dans une solution 
de pH = 7,4 isotonique, contenant 0,01 mol/1 de tampon phosphate, 0,138 mol/1 de 
chlorure de sodium et 0,0027 mol/1 de chlorure de potassium (voir catalogue SIGMA 
P4417). 

25 
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Tableau 2 



1 

POLYAMINOACIDES 


Masse molaire 
du 

POLYAMINOACIDE 


rayon de 

GIRATION DES 
PARTICULES EN 
nm 


POURCENTACE EN 
PO!DS (p/v) DE 
POLYM&RE 
DANS LES 
PARTICULES 


Poly(Leu/Glu) 30/70 


43 000 D 


70 


1.2 


Poly(Leu/Glu) 30/70 


23 000 D 


58 


1.0 


Poly(Leu/Glu) 50/50 


46 000 D 


73 


2,6 


Poly(Leu/Glu) 50/50 


21 000 D 


55 


4,3 


Poly(Leu/Glu) 50/50 blocs 


14 600 D 


140 


3,6 


Poly(Leu/Glu) 50/50 blocs 


16 300 D 


120 


5,5 


Poly(Leu/Glu) 20/80 blocs 


11 000D 


59 


5.4 



Les dimensions des nanoparticules varient avec la composition des polyaminoacides. 

Pour une meme composition, dies dependent de la structure dibloc ou desordonnee 
15 des chaines de polyaminoacides. 

De plus, les repartitions des diametres des nanoparticules de polyaminoacides sont. 

d'apres les analyses par diffusion quasi dastique de la lumiere, monomodales et 

resserrees autour de leur valeur moyenne. Les largeurs des distributions obtenues 

sont comparables ou inferieures a celle du polystyrene de polydispersite egale a 1,2. 
20 La concentration de polymere dans les nanoparticules est remarquablement faible et 

toujours inferieure a 6 % p/v. Elle depend de la composition et de la structure dibloc 

ou desordonnee des polyaminoacides. 

Par ailleurs, 1'observation par microscopie dectronique (TEM a coloration negative) 
montre que les nanoparticules ont une forme spherique ou 16gerement allongee. 

25 
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IL3 - lMMUNOGtNlOTt DES NANOPARTICULES 
EXEMPLE 9 POUVOIR IMMUNOGENE DES NANOPARTICULES DE 

poly(Leu/Glu) 40/60, 50/50, 60/40 BLOCS. 

5 

Les poly(Leu/Glu) 40/60, 50/50, 60/40 blocs, de masses molaires egales environ k 
12 000 D, sont disperses dans une solution de pH = 7,4 isotonique, contenant 
0,01 mol/1 de tampon phosphate, 0, 138 mol/1 de chlorure de sodium et 0,0027 mol/1 
de chlorure de potassium (voir catalogue SIGMA P4417). La concentration en 
10 polymere est egale k 2,5 mg/ml. Les suspensions sont turbides et filtrees sans 
difficulty particulifere sur une membrane de polysulfone de porosite 0,2 /*m, afin de 
les steriliser. 

Les animaux utilises sont des souris (lot de cinq souris par polymere test6) de souche 
non consanguine OF1. 

15 Les suspensions de polymfcres sont inject6es par voie sous-cutanee, k hauteur de 
100 pi de suspension (250 fig de polymere) par injection. Une premiere injection est 
r6alis6e au temps JO, un rappel est effectue au temps J35. Le prelevement est 
effectue au temps J42, soit 7 jours apres la deuxieme injection. Les prelevements 
sanguins sont laisses 24 heures a temperature ambiante. puis sont centrifuges 10 min 

20 a 3 000 tr/min. 

Les serums sont anlyses par dosage ELISA. Aucun anticorps anti -poly mere n'a ete 
d^tect^ dans les serums, y compris k des faibles dilutions en serum (1/10). 
Cet exemple montre que les nanoparticules de poly(Leu/Glu) 40/60, 50/50, 60/40 
blocs n'induisent pas de reponse immunitaire specifique. 

25 

II.4 - ASSOCIATION DES NANOPARTICULES AVEC LES PROTEINES MODULES COLOREES 

Le proc6de d' encapsulation est ddcrit avec, pour proteines modules, Th6moglobine, 
les cytochromes C de coeur de cheval et de Saccharomyces cerevisea. 
30 L'association entre les nanoparticules de polymere et les prolines est mise en 
Evidence par ultracentrifugation analytique. Les solutions de polymeres et proteines 
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sont centrifugees a grandes vitesses et l'avancement des fronts de sedimentation du 
polymere et des proteines est suivi par la mesure de la densite optique aux longueurs 
d'onde a 250 nm et a 410 nm. 

L'association entre les proteines et les particules colloidales est caracterisee par 
5 l'existence d'un front unique de sedimentation correspondant a la superposition des 
fronts de sedimentation aux deux longueurs d'onde. Dans le cas contraire, en 
absence dissociation, les fronts de sedimentation de la proline et des particules 
colloidales sont distincts et ne se superposent pas. 

10 Exemple 10 : Association du poly(Leu/Glu) 30/70 avec le 

cytochrome c. 

10 mg de cytochrome C sont dissous dans 100 ml d'une solution tampon de 
phosphate de sodium de pH egal a 7,2 et de molarite 0,01 mol/1. 100 mg de poly 
15 Leu/Glu 30/70, de masse molaire M w = 36 000 D, sont ensuite disperses 
directement dans cette solution. La plupart du cytochrome C sedimente avec les 
particules colloidales de polymere lors de la centrifugation. L'analyse de la densite 
optique des fronts de sedimentation montre que 80 % du cytochrome sont associes 
aux particules colloidales. 

20 

EXEMPLE 11 : ASSOCIATION DU POLY(LEU/GLU) 50/50 AVEC LE 
CYTOCHROME C. 

10 mg de cytochrome C sont dissous dans 100 ml d'une solution tampon de 
25 phosphate de sodium de pH egal a 7,2 et de molarite 0,01 mol/1. 200 mg de poly 
Leu/Glu-50/50, de masse molaire M. = 60 000 D, sont ensuite disperses 
directement dans cette solution. La plupart du cytochrome C sedimente avec les 
particules colloidales de polymere lors de la centrifugation. L'analyse de la densite 
optique des fronts de sedimentation montre que plus de 80 % du cytochrome sont 
30 associes aux particules colloidales. 
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Exemple 12 : Association du poly (Leu/Glu) 30/70 avec 

L'HEMOGLOBINE. 

Dans cet exemple, la suspension colloidale du polyaminoacides et de la proteine est 
5 prfparee de deux fagons diff&entes, k partir de la m6me solution que celle de 
Texemple 4, mais en modifiant Tordre de mise en solution. 

1 - Le poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire M w = 90 000 D, est disperse dans 

la solution d'h£moglobine suivant les memes conditions que celles de V exemple 
4. L'analyse par ultracentrifugation de la suspension colloidale montre 
10 Tassociation de Th^moglobine et du polyaminoacides dans les nanoparticules. 

2 - Le poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire M w = 40 000 D, est disperse dans 

la solution tampon ne contenant pas d'h^moglobine. La suspension colloidale 
form6e est ensuite m&angee avec la solution d'hemoglobine. Dans ce cas, une 
fraction importante de l'h&noglobine, estimee k 80 %, n'est pas associee aux 
15 nanoparticules de polyaminoacides et l'analyse par ultracentrifugation montre 

deux fronts de sedimentation correspondant, respectivement, aux nanoparticules 
de polyaminoacides et k Th&noglobine. 
La premifere 6tape de mise en solution de la proline, avant dispersion du 
polyaminoacide, assure, dans le cas de l'hdmoglobine, un meilleur rendement 
20 decapsulation. 

ils - association des nanoparticules avec les prote1nes 

Exemple 13 : Association du poly(Leu/Glu) 30/70 en presence 
25 d'ovalbumine. 

Le poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire M w = 90 000 D, est disperse dans une 
solution de chlorure de sodium dans les memes conditions que celles de r exemple 
2, 4 ou S avec, en plus, de Tovalbumine. Les caract&istiques des particules 
30 colloldales analysees par diffusion de la lumiere sont identiques k celles formees en 
absence de proline. La proteine n'empeche done pas Tassociation des 
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polyaminoacides en nanoparticules et ceci pour des concentrations en proteine 
pouvant atteindre 20 % p/p par rapport au polyaminoacide. 

EXEMPLE 14 : ASSOCIATION DU POLV(LEU/GLU) 50/50 BLOCS AVEC 
5 L'lNSUUNE. 

A partir d'une solution isotonique de pH = 7,4 contenant 0,01 mol/1 de tampon 
phosphate, 0,138 mol/1 de chlorure de sodium et 0,0027 mol/1 de chlorure de 
potassium, on prepare une solution d'insuline humaine recombinante (SIGMA, 

10 reference 10259) de concentration 1 mg/ml. Dans 5 ml de cette solution d'insuline, 
on disperse 50 mg de poly(Leu/Glu) 50/50 blocs de masse molaire egale a 12 400 
D. On obtient une suspension trfcs turbide et stable. Par ultra-filtration sur membrane 
de cut-off 300 000 D (Millipore, filtre Ultrafree-CL), on separe l'insuline libre en 
solution que Ton dose dans le filtrat par chromatographic HPLC, de lMnsuline 

15 associee avec les nanoparticules. On mesure ainsi, par diff6rence avec la quantitd 
d'insuline libre, la quantity d'insuline associee aux nanoparticules 6gale a 0,65 
mg/ml. 

EXEMPLE 15 : ASSOCIATION DU POLY(LEU/GLU) 50/50 DE STRUCTURE 
20 "STATISnQUE" AVEC L'INSULINE. 

On procfede dans des conditions identiques k celles de l'exemple 14 en utilisant le 
poly(Leu/Glu) 50/50 de structure "statistique" i la place du poly(Leu/Glu) 50/50 
blocs. La quantity d'insuline, associ6e aux nanoparticules, est Sgale k 0,60 mg/ml. 

25 
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III - AGRtGATION DES NANOPARTICULES 
IIL1 - AGRtCATION PAR ADDITION D 9 UN SEL 
5 EXEMPLE 16 : AGR&GATTON PAR ADDITION DE SULFATE D' AMMONIUM. 

100 mg de poly Leu/Glu-30/70, de masse molaire M w = 36 000 D, sont disperses 
dans 200 ml de solution tampon d'acide citrique et de phosphate de sodium de 
molarity 0,05 mol/1 et de pH 6gal k 5. Une solution concentrde de sulfate 
10 d'ammonium est additionnee lentement k la dispersion. Le volume verse est 
suffisamment faible devant celui de la solution de dispersion, jusqu'a agr6gation des 
NPV en MPV. Les MPV ainsi obtenus ont un diametre moyen 6gal k 8 /xm. 

IIL2 - AGRiGATlON PAR ABAISSEMENT DE pH 

15 

Les fonctions carboxyliques lat6rales des polyaminoacides dans les nanoparticules 
sont partiellement ionisees. Leur neutralisation, par addition d'un acide, entraine 
l'agregation des nanoparticules. 

L'agregation peut etre r£alis6e avec les acides dont la constante de dissociation (Ka) 
20 est inferieure a celle des fonctions carboxyliques lat£rales des polyaminoacides. 

EXEMPLE 17 : AGWSGATION PAR ADDITION ACIDE CHLORHYDRIQUE. 

Les polyaminoacides statistiques de composition Leu/Glu = 30/70, 50/50 et 75/25 
25 et de masses molaires M w , 6gales respectivement i 36 000 D, 60 000 D et 34 000 D, 
sont disperses dans des solutions tampons d'acide citrique et de phosphate de sodium 
de molarity 0,05 mol/1 et de pH egal k 5. Les concentrations des polyaminoacides 
sont de 0,01 % p/v pour les polyaminoacides de composition Leu/Glu-30/70 et 50/50 
et 0,005 % p/v pour celui de composition 75/25. 
30 L'agr6gation des nanoparticules en suspension colloidale est r&lisee par addition 
progressive d'une solution 0,1 mol/1 d'acide chlorhydrique, jusqu'a agregation des 
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NPV en MPV. Les r6sultats des mesures de granulom^trie des MPV sont regroup6s 
dans le tableau 3 suivant. 

Tableau 3 

5 



POLYAMINOACIDES 


DlAMtTRE MOYEN (um) 


Distribution 


Poly Leu/Glu-30/70 


20 um 


[2 ; 100] um 


Poly Leu/Glu-50/50 


6 um 


[2 ; 15] um 1 


Poly Leu/Glu-75/25 


3 um 


[0,5 ; 8) um 1 



10 

m.3 - AGREGATION PAR COMPLEXATION AVEC UN POLYMERE CATION1QUE 

EXEMPLE 18 : AGREGATION DES NANOPARTICULES DE POLY Leu/Glu-50/50 
PAR COMPLEXATION AVEC LA POLY D,L-LYSTNE. 

15 

Les fonctions carboxyliques laterales des polyaminoacides dans les nanoparticules 
sont partiellement ionisees. Leur complexation avec un polymere cationique, tel que 
la polyLysine, entraine l'agregation des nanoparticules. 

10 mg de poly Leu/Glu-50/50, de masse molaire M w = 60 000 D, sont disperses 
20 dans 100 ml d'une solution tampon de phosphate de sodium de molarite 0,01 mol/1 
et de pH egal a 6. L'addition de 15 mg de bromure d'hydrogene de poly D,L- 
Lysine, de masse molaire M w = 15 000 D, permet d'agreger les nanoparticules de 
polymere en microparticules. U diametre moyen des microparticules est compris 
entre 10 et 20 pm en faisant varier le pH entre 2 et 9 par addition d'acide 
25 chlorhydrique ou d'hydroxyde de sodium. 
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III.4 - Encapsulation de prot£ines par agr£gation des nanoparticules 
5 Exemple 19 : Encapsulation du cytochrome C par complexation 

AVEC LA POLY D,L-LYSINE. 

Dans 100 ml d'une solution tampon de phosphate de moIarit6 0,01 mol/1, de pH 6gal 
k 6 et contenant 10 mg de cytochrome C de coeur de cheval, on disperse 10 mg de 

10 poly(Leu/Glu) 50/50, de masse molaire M w = 60 000 D. L'addition de 15 mg de 
bromure d'hydrogfene de poly D,L lysine, de masse molaire M w = 15 000 D, permet 
d'agrgger les nanoparticules depolymfcres en microparticules. Par centrifugation, les 
microparticules sont sedimentees ; la coloration rouge du culot de centrifugation 
montre que la quasi totality du cytochrome a s6diment6 avec les nanoparticules, ce 

15 qui montre que le cytochrome est encapsuld dans les microparticules. 



WO 96/29991 



37 



PCT/FR96/00460 



REVENDICATIQNS : 

1 - Particules de vectorisation de principe(s) actif(s), du type de celles a 
base de polyaminoacide(s) et de taille moyenne inferieure a 200 Attn, 

caractdrisees : 

5 - en ce que leurs polyaminoacides (PAA) constitutifs 

comprennent au moins deux types d'aminoacides recurrents 
AAN et AAI : 

* le type AAN correspondant a un acide amine neutre 
hydrophobe, 

j 0 A et le type AAI correspondant a un acide amine a chaine 

latdrale ionisable, au moins une partie des aminoacides 
recurrents de type AAI etant sous forme ionisee, 
les aminoacides recurrents de chaque type AAN et AAI etant 
identiques ou differents entre eux, 
15 . et en ce que la masse molaire en poids M w des 

polyaminoacides est sup6rieure ou egale a 4 000 D, de 
preference a 5000 D. 

2 - Particules selon la revendication 1, caracterisees : 

- en ce que leurs PAA constitutifs sont des PAA "blocs" et/ou 
20 des PAA "statistiques", 

- et en ce que : 

▲ pour les PAA "blocs" : 

le rapport molaire AAN / AAN + AAI est > 6 %, 

de preference S 15 %, 
25 m„ £ 5 500 D, de preference 6 500 D < M. 

S 200 000 D et, plus preferentiellement encore, 

8 000 D < M w < 200 000 D, 
a pour les PAA "statistiques" : 

le rapport molaire AAN / AAN + AAI est > 20 %, 
3Q de preference 2: 25 % , 

M w £ 10 000 D, de preference 20 000 D < M w 
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< 500 000 D et, plus preferentiellement encore, 
200 000 D £ M w < 150 000 D. 

3 - Particules selon la re vendi cation 1 ou 2, caracterisees : 

- en ce que l'AAN (ou les A AN) est(sont)choisi(s) dans la liste 
5 suivante : Leu - He - Val - Ala - Pro - Phe - et leurs 

melanges, 

- et en ce que 1'AAI (ou les AAI) est(sont) formd(s) par le Glu 
et/ou TAsp. 

4 - Particules selon larevendication 1, caracterisees par une concentration 
10 moyenne en polyaminoacide variant de 0,01 k 25 % poids sec, de preference de 0,05 

k 10 % poids sec. 

5 - Particules selon la revendication 1 , caracterisees en ce que ce sont des 
NanoParticules de Vectorisation (NPV) de taille moyenne comprise entre 0,01 et 
0,5 ftm, de preference entre 0,03 et 0,4 tan. 

15 6 - Particules selon la revendication 1, caracterisees en ce que ce sont des 

MicroParticules de Vectorisation (MPV) de taille moyenne sup&ieure a 0,5 /xm, de 
preference inferieure ou egale k 20 /zm. 

7 - Particules selon la revendication 6, caracterisees en ce qu'elles sont 
obtenues k partir des particules selon la revendication 5 et en ce qu'elles 

20 comprennent, de preference, au moins un agent d'agregation. 

8 - Particules selon la revendication 1, caracterisees en ce qu'elles 
comprennent au moins un principe actif. 

9 - Procede de preparation de particules k base de polyaminoacide(s) et 
susceptibles d'etre utilises comme vecteurs de principe(s) actif(s), caracterise : 

25 - en ce que Ton met en oeuvre des polyaminoacides (PAA) : 

a comprenant au moins deux types d'aminoacides recurrents 
. AAN et AAI : 

le type AAN correspondant k un acide amine neutre 
hydrophobe, 

30 et le type AAI correspondant k un acide amine a 

chaine laterale ionisable, 
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les aminoacides r&urrents de chaque type AAN et AAI 
etant identiques ou differents entre eux, 
a le ratio molaire AAN / AAI + AAN etant £ 3 %, de 
preference ^ 5 % , 

5 a la masse molaire en poids M w du (ou des) 

polyaminoacide(s) etant superieure ou egale k 4 000 D, de 
preference k 5 000 D, 

- en ce que Ton realise une dispersion de ces polyaminoacides 
dans un liquide, de preference dans une solution aqueuse 

10 saline, dont on a ajusfe le pH k une valeur choisie de telle 

sorte qu'au moins une partie des aminoacides de type AAI 
soil sous forme ionisee, 

- et en ce que Ton recueille ainsi une solution colloldale de 

particules. 

15 10 - Precede selon la revendication 9, caracterise : 

- en ce que T AAN (ou les AAN) est(sont) choisi(s) dans la liste 
suivante : Leu - He - Val - Ala - Pro - Phe - et leurs 
melanges, 

- et en ce que TAAI (ou les AAI) est(sont) forme(s) par le Glu 

20 et/ou PAsp. 

11 - Precede selon la revendication 9, caracterise en ce qu'au moins un 
principe actif est dissous dans le liquide, de preference avant introduction des 
polyaminoacides dans le milieu, de sorte que Ton obtienne, apres cette introduction, 
une solution colloidale de particules chargfes en principe(s) actif(s). 

25 12 - Precede selon la revendication 9, caracterise en ce qu'il comprend 

au moins une etape supplemental d'agfegation des particules, k 1'aide d'au moins 
un agent d'agregation constitue, de preference, par un sel et/ou un acide et/ou une 
base et/ou un polymfere eventuellement ionique. 

13 - Precede selon la revendication 12, caracterise en ce que Ton choisit 

30 des concentrations en polymfcre dans la solution exprimees en % poids/volume, 
superieures ou egales k lQr\ de preference comprises entre 0,05 et 30 et, plus 
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pr6f6rentiellement encore, entre 0,05 et 5. 

14 - Particules selon la revendication 1 et/ou obtenues par le proc6d6 
selon la revendication 9, 

caract6ris6es en ce que le principe actif est mddicamenteux et, de 
5 preference, choisi parmi : 

a les prolines et/ou les peptides parmi lesquels les plus 
prtfercntiellement retenus sont : les hemoglobines, les 
cytochromes, les albumines, les interferons, les antigfenes, les 
anticorps, la calatonine, r6rythropoi&ine, 1'insuline, les 
10 hormones de croissance, le facteur IX, l'interleukine ou leurs 

melanges, 

a les polysaccharides, Th6parine etant plus particulierement 
s61ectionnde, 

a les acides nucteiques et, pr^ferablement, les oligonucleotides 
15 d'ARN et/ou d'ADN, 

a et leurs melanges. 

15 - Particules selon la revendication 1 et/ou obtenues par le precede 
selon la revendication 9, caracteris&s en ce que le principe actif est constitu6 par au 
moins un vaccin. 

20 16 - Particules selon la revendication 1 et/ou obtenues par le proc6de 

selon la revendication 9, caracteris6es en ce que le PA est forme par au moins un 
produit phytosanitaire ou cosm&ique. 

17 - Sp6cialit6 pharmaceutique, nutritionnelle, phytosanitaire ou 

cosm&ique, 

25 caract6ris6e en ce qu'elle comporte des particules selon la 

revendication 1 et/ou obtenues par le procedd selon la revendication 9. 
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